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芍药苷促进骨折大鼠血管生成和骨折愈合的机制研究
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[摘要] 目的:探究芍药苷调节缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)/血管内皮生长因子(VEGF)信号通路对骨

折大鼠血管生成和骨折愈合的影响。方法:构建胫骨骨折大鼠模型,将骨折模型大鼠随机分为模型组、
低剂量芍药苷组、高剂量芍药苷组、联合干预组。其中低、高剂量芍药苷组分别腹腔注射5,20mg/kg
芍药苷,联合干预组腹腔注射20mg/kg芍药苷+100mg/kg的PX-478(HIF-1α/VEGF通路抑制剂),
持续给药4周,每组各6只。同批鼠中随机选取6只健康大鼠(只做右下肢切开伤口缝合不锯断胫骨)
作为假手术组,假手术组和模型组注射等量的生理盐水。ELISA法检测血清中的碱性磷酸酶(ALP)、
钙、磷水平;X射线检测胫骨骨折愈合程度;生物力学实验检测大鼠相关指标;苏木精-伊红(HE)检测骨

折部位血管生成情况;WesternBlot法检测 HIF-1α及VEGF蛋白。结果:与假手术组相比,模型组大

鼠胫骨有明显的骨折线,较多成熟骨组织,骨小梁排列呈网状,血清中碱性磷酸酶、磷、钙水平、最大载

荷、刚度、血管数量、血管面积及 HIF-1α、VEGF蛋白表达均明显降低(P<0.05);与模型组相比,低/高

剂量芍药苷组骨折线能达到完全愈合程度,骨小梁结构变紧密,骨质增厚,骨的连续性变好,血清中碱性

磷酸酶、磷、钙水平、最大载荷、刚度、血管数量、血管面积及 HIF-1α、VEGF蛋白表达均明显升高(P<
0.05);联合干预组则逆转上述变化。结论:芍药苷可能通过激活HIF-1α/VEGF通路,促进血管形成及

骨折部位钙盐沉积,进而促进骨折愈合。
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Abstract Objective:Toinvestigatetheeffectofpaeoniflorinonangiogenesisandfracturehealinginratswithfracturesby
regulatinghypoxia-induciblefactor-1α(HIF-1α)/vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)signalingpathway.Methods:

Aratmodeloftibialfracturewasconstructed,andtheratswithfracturewererandomlyseparatedintomodelgroup,low
dosepaeonifloringroup,highdosepaeonifloringroupandjointinterventiongroup.Amongthem,thelowdosepaeoniflorin

groupandthehighdosepaeonifloringroupwereintraperitoneallyinjectedwith5and20mg/kgpaeoniflorin,respectively,

andthejointinterventiongroupwasintraperitoneallyinjectedwith20mg/kgpaeoniflorin+100mg/kgPX-478(HIF-1α/

VEGFpathwayinhibitor)for4weeks,with6ratsineachgroup.6healthyrats(onlytherightlowerlimbincisionwound
andsuturewithoutsawingoffthetibia)wererandomlyselectedastheshamgroup,andtheshamgroupandthemodel

groupwereinjectedwiththesameamountofnormalsaline.ELISAwasusedtodetectthelevelsofalkalinephosphatase
(ALP),calcium,phosphorusandotherlevelsinserum.X-raywasusedtodetectthedegreeofhealingoftibialfractures.
Biomechanicalexperimentswereconductedtodetecttherelevantindexesofrats.HEwasusedtodetectangiogenesisat

thefracturesite.WesternBlotwasusedtodetectHIF-1αand

VEGFproteins.Results:Comparedwiththeshamgroup,the

modelgrouphadobviousfracturelinesinthetibia,morema-
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turebonetissue,andthetrabeculaewerearrangedinanetwork,thelevelsofALP,phosphorus,calciuminserum,maxi-
mumload,stiffness,numberofbloodvessels,bloodvesselarea,andtheproteinexpressionsofHIF-1αandVEGFwere
obviouslyreduced(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thefracturelineofthelowdosepaeonifloringroupandthe
highdosepaeonifloringroupcouldreachthedegreeofcompletehealing,thebeamstructurebecametighter,thebonethick-
ened,andthecontinuityofthebonebecamebetter,thelevelsofALP,phosphorus,calciuminserum,maximumload,stiffness,

numberofbloodvessels,bloodvesselarea,andtheproteinexpressionsofHIF-1αandVEGFwereobviouslyincreased(P<
0.05).Thejointinterventiongroupreversedthesechanges.Conclusion:Paeoniflorinmaypromoteangiogenesisandcalciumsalt
depositionatthefracturesitebyactivatingtheHIF-1α/VEGFpathway,therebypromotingfracturehealing.
Keywords: paeoniflorin;hypoxia-induciblefactor-1α/vascularendothelialgrowthfactor;fracturehealing;angiogenesis

  骨骼具有罕见的无疤痕再生能力,可以完全恢复

受伤的骨骼状态。然而骨折和骨修复过程给患者和社

会带来巨大的负担,大约5%~10%的患者骨折愈合

延迟导致骨不连[1]。骨折愈合是一个复杂的过程,涉
及许多不同过程的协调,血管形成在骨折愈合的早期

阶段起着重要作用,骨折部位血管是能将氧气、营养物

质和骨髓细胞输送到受伤部位的重要途径[2]。当潜在

的病变导致骨折愈合组织无法完全骨化或完全不形成

时,就会发生骨折不愈合。促进骨折愈合的相关研究

未能解决部分骨折不愈合难题,与骨折愈合和血管生

成相关研究及相关药物的开发研究很少,因此值得进

一步深入研究。芍药苷具有抗炎、抗血栓形成、镇痛和

免疫调节等作用[3],研究表明芍药苷促进组织中血管

生成,手术部位伤口愈以及术后疼痛[4-5]。芍药及其活

性成分芍药内酯苷可促进成骨分化和骨折愈合[6],故
推测芍药苷可能具有促进骨折愈合和血管生成的作

用。缺氧诱导因子(HIF-1α)是一种受缺氧调控的转

录因子,骨折发生时会降低血氧饱和度,在缺氧组织中

HIF-1α被激活进而上调血管内皮生长因子(VEGF)
表达[7]。研究表明激活 HIF-1α/VEGF通路,增加骨

小梁面积、数量和厚度,可促进血管生成和成骨分

化[8-9]。最 近 的 一 项 动 物 实 验 研 究 表 明,HIF-1α、

VEGF在骨折大鼠骨痂组织中表达下调,提高其表达

有助于促进血管生成和骨折愈合[10]。芍药苷通过激

活HIF-1α/VEGF通路促进难愈性溃疡大鼠创面愈

合[11],基于此,本研究推测芍药苷可能通过 HIF-1α/

VEGF通路影响骨折愈合和血管生成。本研究以骨折

大鼠为研究对象,探讨芍药苷对骨折大鼠血管生成和

骨折愈合的影响及其作用机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 材料来源

SD大鼠购自青岛大任富城畜牧有限公司,许可证

号为SYXK(鲁)20240002。本研究经本院动物伦理

委员会审批同意。

1.2 试剂与仪器

芍药苷(CAS号为23180-57-6,MercK公司);PX-

478(HIF-1α/VEGF通路抑制剂,CAS号为685898-
44-6,MCE公司);HIF-1α、VEGF、β-tubulin、山羊抗

兔IgG H&L、山 羊 抗 鼠IgG H&L(货 号 为 ab1、

ab32152、ab7291、ab6702、ab6789,abcam公司);大鼠

碱性磷酸酶(ALP)检测试剂盒、钙含量检测试剂盒(货
号为P0321S和S1063S,上海碧云天);磷含量检测试

剂盒(货号为 ml003360,武汉伊莱瑞特生物科技公

司);苏木精-伊红(HE)染色剂试剂盒(货号为G1120,索
莱宝公司);光学显微镜(型号为CKX53SF-R,Olympus
公司);X射线机(型号为DF-323H,盛邦公司);ECL化

学发光试剂盒、酶标仪、化学发光成像仪(货 号 为

1705060,型号为iMark和ChemiDocTM,伯乐公司)。

1.3 方法

1.3.1 造模、分组、给药 SD大鼠适应性喂养1周,
麻醉、造模台固定大鼠、术区剪毛、消毒。右下肢骨外

侧纵向切开皮肤,分离软组织,线锯锯断胫骨,使其形

成横向骨折。右侧髌旁做切口,用电钻打入Φ1.5mm
克氏针(位置由股骨内外两侧经髓腔)[12],无菌生理盐

水冲洗,缝合伤口。为防止感染,术后3d腹腔注射青

霉素,术后1d观察下肢活动欠佳且X射线下胫骨不

连续,认为模型构建成功。
将造模成功大鼠模型依据随机数字表法随机分为

模型组、低剂量芍药苷组、高剂量芍药苷组、联合干预

组。其中低剂量芍药苷组、高剂量芍药苷组分别腹腔注

射5,20mg/kg芍 药 苷[13],联 合 干 预 组 在 腹 腔 注 射

20mg/kg芍药苷同时再注射100mg/kg的PX-478[11],
持续给药4周,每组各6只。同批鼠中随机选取6只健

康大鼠作为假手术组(只右下肢切开伤口缝合,不锯断

胫骨),假手术组和模型组注射等量的生理盐水。

1.3.2 比色法检测血清中的碱性磷酸酶、钙、磷水平

 处死大鼠前抽取心脏血液,离心取上清,按照碱性磷

酸酶、钙、磷试剂盒步骤处理上清,分别在405,575,

660nm处测量吸光度,并根据相应的标准曲线计算血

清中碱性磷酸酶、钙、磷水平。

1.3.3 X射线检测胫骨骨折愈合程度 将各组大鼠

胫骨骨折处采用X射线检查,参考李义等[14]文献评估
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愈合情况,骨折愈合情况分为不愈合、可能愈合、完全

愈合3种程度。

1.3.4 生物力学实验检测各组大鼠生物力学指标 
拍片后处死大鼠,剥离胫骨骨折处组织 用 于 后 续

WesternBlot法检测,将胫骨置于生物力学试验机上,
支点跨距为17mm,加载速度为2mm/min,记录载荷

原位移曲线,计算最大载荷和刚度。

1.3.5 HE检测骨折部位血管生成情况 收集各组

大鼠胫骨固定、脱钙脱水、蜡块包埋、切片4μm(以骨

折部位为中心纵向切片),按照 HE染色步骤进行操

作,在光镜下观察。

1.3.6 WesternBlot法检测相关通路蛋白 取胫骨

骨折处组织,研磨、超声破碎、提蛋白,BCA测定,调整

蛋白浓度,蛋白变性,电泳,转印,封闭,PBS漂洗。一

抗 HIF-1α(1∶1000)、VEGF(1∶2000)、β-tubulin
(1∶5000),4℃过夜孵育,PBS漂洗,然后二抗抗体

(1∶5000)孵育1h,化学发光显影仪ECL发光显色。

1.4 统计学方法

数据以x±s形式表示,采用SPSS26.00分析,多
组比较用单因素方差分析,组间两两比较用SNK-q检

验,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 芍药苷对各组大鼠血清中碱性磷酸酶、钙、磷水

平的影响

与假手术组相比,模型组血清中碱性磷酸酶、磷、
钙水平均明显降低,差异有统计学意义(P<0.05);与
模型组相比,低剂量芍药苷组和高剂量芍药苷组血清

中碱性磷酸酶、磷、钙水平均逐渐升高,差异有统计学

意义(P<0.05);与高剂量芍药苷组相比,联合干预组

血清中碱性磷酸酶、磷、钙水平均明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05),见表1。

2.2 芍药苷对各组大鼠骨折愈合程度的影响

表1 各组大鼠血清中碱性磷酸酶、钙、磷水平变化(n=6,x±s)

组别 碱性磷酸酶/(U·L-1) 钙/(mmol·L-1)  磷/(mmol·L-1)   
假手术组 158.22±11.46 0.58±0.04 1.57±0.12
模型组 82.54±7.161) 0.31±0.021) 0.92±0.081)

低剂量芍药苷组 113.89±9.522) 0.42±0.042) 1.16±0.092)

高剂量芍药苷组 148.76±12.472)3) 0.54±0.052)3) 1.49±0.122)3)

联合干预组 105.73±9.444) 0.36±0.034) 1.06±0.094)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低剂量芍药苷组比,P<0.05;4)与高剂量芍药苷组比,P<0.05。

  与假手术组比,模型组大鼠胫骨有明显的骨折线;
与模型组比,低剂量芍药苷组和高剂量芍药苷组骨折

线能达到完全愈合程度;联合干预组和模型组骨折线

程度相近,见图1。

图1 芍药苷对各组大鼠骨折愈合程度的影响

2.3 芍药苷对各组大鼠胫骨生物力学指标的影响

  与假手术组比,模型组最大载荷、刚度均明显降

低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比,低剂

量芍药苷组和高剂量芍药苷组最大载荷及刚度均逐渐

升高,差异有统计学意义(P<0.05);与高剂量芍药苷

组比,联合干预组最大载荷及刚度均明显降低,差异有

统计学意义(P<0.05),见表2。

2.4 芍药苷对各组大鼠骨折部位血管生成的影响

假手术组中有较多成熟骨组织,骨小梁排列呈网

状;模型组中有大量纤维组织,骨小梁稀疏且纤细,排
列紊乱,间隙宽,骨质薄;与模型组比,低剂量芍药苷组

和高剂量芍药苷组骨小梁结构变紧密,骨质增厚,骨的

连续性较好;联合干预组与模型组程度相当,见图2。

表2 各组大鼠胫骨最大载荷及刚度的变化(n=6,x±s)

组别 最大载荷/N 刚度/(N·mm-1)
假手术组 28.48±2.14 96.47±7.68
模型组 15.86±0.931) 63.47±5.211)

低剂量芍药苷组 19.72±1.142) 78.77±6.082)

高剂量芍药苷组 26.54±2.312)3) 94.35±8.142)3)

联合干预组 18.69±1.734) 67.89±6.264)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与

低剂量芍药苷组比,P<0.05;4)与高剂量芍药苷组比,P<
0.05。

  与假手术组比,模型组血管数量和血管面积显著

降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比,低
剂量芍药苷组和高剂量芍药苷组血管数量及血管面积

升高,差异有统计学意义(P<0.05);与高剂量芍药苷
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图2 芍药苷对各组大鼠骨折部位血管生成的影响箭头指向骨小梁损伤部位(×200)

组比,联合干预组血管数量及血管面积显著降低,差异

有统计学意义(P<0.05),见表3。
表3 各组大鼠骨折部位血管数量及血管面积变化(n=6,x±s)

组别 血管数量/个  血管面积/mm2

假手术组 18.32±1.65 7246.37±638.45
模型组 7.28±0.741) 2057.61±154.751)

低剂量芍药苷组 11.66±1.082) 3574.85±315.722)

高剂量芍药苷组 16.78±1.442)3) 6476.49±578.392)3)

联合干预组 9.63±0.924) 2956.28±254.684)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低

剂量芍药苷组比,P<0.05;4)与高剂量芍药苷组比,P<0.05。

2.5 芍药苷对通路相关蛋白表达的影响

大鼠骨折处组织中HIF-1α及VEGF蛋白相对表

达见表4及图3。与假手术组比,模型组 HIF-1α、

VEGF蛋白相对表达显著降低,差异有统计学意义

(P<0.05);与模型组比,低剂量芍药苷组和高剂量芍

药苷组HIF-1α、VEGF蛋白相对表达升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与高剂量芍药苷组比,联合干预

组HIF-1α、VEGF蛋白相对表达显著降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。
表4 大鼠骨折处组织中 HIF-1α及VEGF蛋白

相对表达情况(n=6,x±s)

组别 HIF-1α/GAPDH VEGF/GAPDH
假手术组 2.36±0.21 1.98±0.17
模型组 0.82±0.071) 0.69±0.061)

低剂量芍药苷组 1.11±0.082) 0.96±0.072)

高剂量芍药苷组 2.07±0.192)3) 1.79±0.162)3)

联合干预组 1.68±0.154) 1.44±0.134)

注:1)与假手术组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低

剂量芍药苷组比,P<0.05;4)与高剂量芍药苷组比,P<0.05。

图3 大鼠骨折处组织中 HIF-1α及VEGF蛋白表达情况

3 讨论

骨折和骨相关疾病的发生率每年都在增加,骨折

愈合和骨修复是一个复杂的病理过程[15]。骨相关疾

病患者在骨折治疗后会因某种原因而延迟愈合,例如

血管形成较少导致血液供应不足。其中氧饱和度、

pH、细胞因子和生长因子,都可能直接影响血管形成、
骨细胞的增殖和分化以及矿物质的沉淀,从而影响骨

折愈合[16]。目前促进骨折愈合有电刺激、补锌、左旋

多巴、自体骨髓移植、骨形态形成蛋白刺激成骨、骨和

骨膜移植等方法,作为辅助治疗方法有一定的治疗作

用,但又不尽如人意,需要寻找新的治疗药物,为临床

治疗提供新的方法。
中草药及其活性成分具有促进血管生成的作用,

最常研究的是三七的三七总皂苷、黄芪的黄芪苷以及

芍药的芍药苷[17]。芍药作为中药被用于治疗疼痛、炎
症和免疫紊乱已有一千多年历史,芍药苷是从芍药中

提取的有效活性成分,具有抗炎、抗血栓形成、镇痛和

免疫调节等作用[3]。Li等[18]研究发现,芍药苷在促进

脑缺血后血管生成方面具有潜在的保护作用。Liu
等[19]研究发现,芍药苷能缓解骨质流失,减轻骨质疏

松症。Andoh等[5]研究发现,芍药苷治疗可加速手术

部位伤口愈合,促进成纤维细胞增殖,并减少术后疼

痛。近期一项网络药理学分析结果显示,芍药苷是桃

红四物汤促进骨折愈合的核心成分之一[20],但芍药苷

在骨折愈合和血管生成的作用尚未得到实验证实,因
此值得深入研究。本研究首次发现,芍药苷处理后骨

折大鼠骨小梁结构变紧密,骨质增厚,骨的连续性变

好,骨折线能达到完全愈合程度,最大载荷、刚度、血管

数量、血管面积增高,说明芍药苷能改善骨生物力学性

能及血管生成,对骨伤口愈合具有治疗作用。本研究

还发现,芍药苷治疗后血清碱性磷酸酶、磷、钙水平增

加,这可能是一些代谢途径被动员或激活来驱动骨重

建。钙和磷是重要的骨矿物质,研究显示骨折大鼠血

清中钙和磷的水平下降[21-22],这与本文造模大鼠血清

中钙磷水平的趋势一致,而芍药苷处理后血清钙和磷

含量的增加可能是由于这些元素从食物中吸收的增加

或从体内排泄的减少。碱性磷酸酶在硬组织的形成中

起着至关重要的作用,并且在矿化组织中经常被上调,
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以增加骨中有机磷酸盐的定位和矿化,碱性磷酸酶的

升高 可 能 是 由 于 骨 中 成 骨 细 胞 活 性 的 增 加 导 致

的[23-24]。以上研究表明芍药苷对于血管形成和骨折愈

合有良好作用。
骨折通常伴有血管破裂和栓塞,引起局部和全身

血液流速减慢,增加血液粘度,减慢局部微循环血流,
降低组织血氧饱和度,缺氧可能会引发VEGF、促红细

胞生成素、酪氨酸羟化酶转录和翻译。研究表明,在缺

氧条件下,HIF-1α作为血管生成的中枢调节因子表达

上调,并能通过改变相关生长因子的表达直接参与血

管生成的整个过程[25-26]。HIF-1α的表达在预防骨代

谢疾病中起着至关重要的作用,HIF-1α在骨骼系统中

的生物学功能,特别是在骨髓间充质干细胞(BMSC)
和骨髓来源的巨噬细胞(BMM)中的生物学功能已被

广泛研究[27]。HIF-1α及其靶基因在多种生物过程中

发挥作用,包括细胞存活、血管生成、骨祖细胞募集和

骨形成诱导,HIF-1α可诱导骨形成、促进体内 VEGF
表达 进 而 诱 导 血 管 生 成[28]。也 有 研 究 表 明,增 加

HIF-1α表达可改善血管生成和成骨分化,从而促进骨

髓间充质干细胞的成骨[29]。以上研究表明 HIF-1α在

平衡骨稳态和促进成骨分化方面起着重要作用。上调

HIF-1α及VEGF表达以激活 HIF-1α/VEGF通路可

促进血管生成和骨生成,加速骨折愈合[9,30]。Tang
等[8]研究表明,促进HIF-1α及VEGF的表达,增加骨

折大鼠的骨小梁面积、数量和厚度,施加 HIF-1α/

VEGF通路抑制剂,则逆转这些变化,表明促进 HIF-
1α信号通路促进血管生成和成骨,同时可以降低炎症

风险,改善血液循环。本研究表明,芍药苷处理后骨折

大鼠HIF-1α及 VEGF蛋白表达升高,提示 HIF-1α/

VEGF通路激活介导芍药苷促进骨折愈合这一过程。
为明确芍药苷与 HIF-1α/VEGF的调节关系,本研究

利用芍药苷和 HIF-1α/VEGF抑制剂PX-478共同干

预骨折大鼠,结果发现PX-478不仅逆转了芍药苷对

HIF-1α及VEGF蛋白表达的促进作用,还恢复了芍

药苷对血管生成和骨折愈合的改善作用,表明芍药苷

可能通过激活HIF-1α/VEGF通路,促进血管形成,促
进骨折部位钙盐沉积进而骨折愈合。

虽然本研究证实芍药苷在促进骨折愈合方面是有

效的,但也有一定的局限性:使用的芍药苷剂量范围不

足以优化治疗效果,未在多个时间点进行生物力学性

能和蛋白质合成的测量,机制研究只局限于 HIF-1α/

VEGF这一通路,可能还有别的通路参与。此外,还需

要大规模的动物和人体研究来验证在大鼠试验中观察

到的结果。
综上所述,芍药苷可能通过激活 HIF-1α/VEGF

通路,促进血管形成及骨折部位钙盐沉积,进而促进骨

折愈合。本研究结果可为骨折治疗提供新的治疗

策略。
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